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L'invention concerne un proc6d6 pour tester une substance 6ventuellement 
active dans le domaine de la lipolyse et son utilisation principalement cosmetique. 

La presente invention concerne essentiellement un procede de test d'une 
substance eventuellement active dans le domaine de la lipolyse, les substances 
actives dans le domaine de la lipolyse ainsi detectees et leur utilisation dans le 
domaine cosm6tique ou pharmaceutique, notamment pour r£aliser des soins 
amincissants, pour augmenter la micro circulation sanguine, pour ameliorer 
l'aspect de la peau et notamment pour att6nuer l'aspect "peau d'orange". 

Art anterieur concernant les produits amincissants et la lipolyse 

Les produits lipolytiques developpes dans les laboratoires a ce jour 
presentent des activites amincissantes reellement efficaces. 

En effet, ces produits sont le resultat de strategies qui prennent de plus en 
plus en compte F ensemble des mecanismes regulant la lipolyse. En resume, le 
developpement de produits amincissants implique le recours a : 

1) des actifs veinotoniques 

2) des actifs lipolytiques ciblant 1 'ensemble des mecanismes impliques dans 
la regulation de la lipolyse. 

Les actifs veinotoniques presentent une action sur la micro circulation 
sanguine cutanee. lis sont utilises depuis longtemps dans le traitement des jambes 
lourdes et des cedemes ou encore pour augmenter la resistance capillaire et 
participer a des reactions anti-inflammatoires. Les veinotoniques constituent done 
des actifs de choix 1) pour augmenter la micro circulation sanguine et 2) pour 
ameliorer l'aspect de la peau (attenuation de Paspect «peau d'orange»). 

Les actifs lipolytiques : 

1) L'enzyme clef de la lipolyse est la Lipase Hormono-Sensible (LHS) qui 
est une enzyme intracellulaire des adipocytes. Cette lipase permet le 
destockage des triglycerides adipocytaires, par hydrolyse (par la LHS) et 
degradation des acides gras formes (par la cellule). Les actifs cosmetiques 
lipolytiques cherchent done a activer cette enzyme a Taide de cofacteurs, 
ou a eviter son inhibition. 

2) La LHS existe sous deux formes : la forme activee correspond a la 
phosphorylation de la forme inactive, phosphorylation realisee par une 
enzyme, la Proteine Kinase (PKA) qui est AMPc dependante, e'est a dire 
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qui a besoin d'AMPc pour etre elle-meme active. Les actifs cosmetiques 
lipolytiques cherchent done a activer cette enzyme, en essayant de faire 
fabriquer plus d'AMPc a la cellule, ou en cherchant a eviter la 
degradation de cet AMPc. 

3) L'AMPc est forme dans la cellule grace a une enzyme membranaire, 
r Adenyl Cyclase qui peut etre activee par les proteines G stimulatrices 
(Gs) sensibles aux recepteurs beta 3 adrenergiques, ou qui peut etre 
inhibee par les proteines G inhibitrices (Gi) sensibles aux recepteurs 
alpha 2 adrenergiques. Un certain nombres d'actifs cosmetiques ont ete 
developpes de maniere a pouvoir interagir avec les uns ou les autres de 
ces recepteurs, de fa$on a stimuler 1'Adenyl Cyclase et a augmenter le 
taux d'AMPc intracellulaire. 

4) L'AMPc peut egalement etre hydrolyse dans la cellule grace a une 
enzyme intracellulaire, la Phospho Di Esterase (PDE) et d'autres actifs 
cosmetiques ont ete developpes de maniere a pouvoir inhiber cette 
enzyme et a conserver un taux d'AMPc intracellulaire eleve. 

Buts de rinvention 

La presente invention a pour but principal de fournir un nouveau procede 
de test d'une substance eventuellement active dans le domaine de la lipolyse, sur et 
fiable pennettant de determiner le degre d'activite lipolytique d'une substance, et 
ainsi sa capacite a agir sur la lipolyse, a permettre ainsi de diminuer, ralentir ou 
resorber les depots graisseux, d'avoir une activite amincissante, d'augmenter la 
micro circulation sanguine, d'ameliorer Vaspect de la peau et en particulier 
d'attenuer l'aspect "peau d'orange" particulierement disgracieux. 

La presente invention a encore pour but principal de resoudre le nouveau 
probleme technique consistant en la fourniture d'un procede de test qui soit 
capable de trouver des substances actives dans le domaine de la lipolyse, par un 
procede de test en un nombre d'etapes aussi faibles que possible, peu couteux, 
utilisable a l'echelle industrielle, notamment au niveau des laboratoires de 
recherche, de preference de maniere automatisee, en permettant ainsi de 
s'affranchir le plus possible de la dexterite de la personne realisant le test. 

La presente invention a encore pour but principal de resoudre le nouveau 
probleme technique consistant en la fourniture d*un procede de test qui permette 
de trouver de nouvelles substances actives dans le domaine de la lipolyse, 
presentant une grande efficacite et qui puisse etre utilise pour la preparation de 
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nouvelles compositions cosmetiques, ou meme des compositions pharmaceutique, 
mettant en oeuvre une telle activite lipolytique, notarnment dans le cadre d'une 
activite de diminution, retard ou resorption de depots graisseux, ou d'une activite 
amincissante, ou pour ameliorer la tonicite de la peau. 

Resume de 1' invention 

La presente invention permet d ! atteindre simultanement l'ensemble des 
buts pr6cedemment enonces d'une maniere particulierement inattendue, non 
evidente pour un homme de 1'art. 

Ainsi, la presente invention fournit un nouveau procede de test d'une 
substance eventuellement active dans le domaine de la lipolyse, qui est base sur la 
capacite d'inhibition de l'enzyme lipoproteine lipase par une substance 
Eventuellement active dans le domaine de la lipolyse que Ton teste. 

Lenzyme lipoproteine lipase ou LPL est une enzyme produite par les 
adipocytes et secretee par exocytose vers les cellules endoth&iales des capillaires 
sanguins, qui presente la capacite d'hydrolyser les liaisons esters en position 1,3 
des triacylglycSrols portes par les Chylomicrons et les lipoproteines de tres faibies 
densites VLDL circulant dans la lumiere des vaisseaux sanguins comme decrit par 
Goldbreg IJ. dans l'article "Lipoprotein lipase and lipolysis : central roles in 
lipoprotein metabolism and atherogenesis" publie dans le Journal of Lipid 
Research, 37, 693-707, (1996), pour liberer des acides gras qui sont ensuite captes 
par des adipocytes. On notera que les Chylomicrons et les VLDL sont des 
lipoproteines plasmatiques humaines qui vehiculent les lipides vers les tissus, voir 
Quinn D. et al, dans I'article "Lipoprotein lipase : mechanism of action and role in 
lipoprotein metabolism" publie dans Prog. Lipid Res. 22, 35-78 (1982). 

D'autre part, on notera aussi que les acides gras transferes a travers la 
membrane plasmique de la cellule adipeuse, seront pris en charge par des systemes 
biochimiques internes de F adipocyte pour etre stockes a nouveau sous forme de 
triacylglycerols comme mis en evidence par Feve B. dans Tarticle "Ladipocyte, 
une cellule tres active que Ton commence a savoir controler" publie dans 
Cosmetologie, N°21, 30-33 (1999). 

Ainsi, la prdsente invention est bas6e sur le nouveau concept qui est d'une 
part de mettre au point un procede de test d'une substance eventuellement active 
dans le domaine de la lipolyse, de preference qui soit capable d'agir sur l'inhibition 
de la lipoproteine lipase, et d'autre part d'utiliser toute substance presentant une 
telle activite dans le domaine de la lipolyse, et en particulier capable d'inhiber 
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l'activite de la lipoproteine lipase, comme nouvelle voie (Taction pour limiter le 
stockage dans l'adipocyte. 

Ainsi, sous un premier aspect, la presente invention foumit un precede de 
test d ! une substance eventuellement active dans le domaine de la lipolyse, 
5 caracterise en ce qu'il comprend les etapes suivantes : 

a) on prepare un substrat contenant au moins un triacylglycerol 

b) on met ce substrat en contact avec une substance eventuellement active 
dans le domaine de la lipolyse, et avec une lipoproteine lipase, en presence d'un 
co-facteur de lipoproteine lipase, pendant un temps suffisant pour liberer au moins 

10 en partie Tacide gras du triacylglycerol, et 

c) on dose la capacite d'inhibition de la liberation de Tacide gras resultant 
de l'activite de la lipoproteine lipase, sous Taction de ladite substance 
eventuellement active et on evalue les resultats de 1'inhibition que Ton compare au 
resultat obtenu en Tabsence de la substance testee eventuellement active ou 

15 relativement au resultat obtenu en presence d ! un inhibiteur connu servant de 
reference. 

Ainsi, Thomme de Tart comprend ais6ment que lorsque les resultats 

d'inhibition de la substance eventuellement active sont significativement 

superieurs au temoin, c'est-a-dire sans substance active, ou similaires ou 
20 significativement superieurs a un inhibiteur de reference, Tactivite de la substance 

dans le domaine lipolytique peut etre caracterisee, c'est-a-dire confirmee ou non. 

Dans le cadre de Tinvention, on constate que le precede de test met en 

oeuvre un dosage des acides gras liberes de la partie acylee ou triacylee du 

triacylglycerol, ou acides gras non esterifies. 
25 Selon une variante de realisation avantageuse, ce precede est caracterise en 

ce que la lipoproteine lipase utilisee est issue du lait de bovin ou est d'origine 

bacterienne. 

Selon une autre variante de realisation, le precede est caracterise en ce que 
le triacylglycerol precite comprend une partie acyle obtenue a partir d T un acide 
30 gras a longue chaine, de preference comprenant CI 2 a C30 atomes de carbones 
satures ou insatures a chaine droite ou ramifiee, encore de preference 
majoritairement present dans Talimentation. De preference, le triacylglycerol 
comprend ou est constitue de triolein. 

Selon une caracteristi que avantageuse du precede selon Tinvention, celui-ci 
35 est caracterise en ce que la lipoproteine lipase est presente avec ledit co-facteur 
comprenant ou constitue de apolipoproteine C-II, de preference d'origine humaine. 
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Selon une autre variante de realisation avantageuse du procede 
selon l'invention, celui-ci est caracteris6 en ce que la lipoproteine est mise en 
contact avec le substrat en presence d f une substance accepteur ou sequestrante 
d f acide gras evitant le blocage de l'activite enzymatique de la lipoproteine lipase. 
Avantageusement, la substance accepteur ou sequestrante d'acide gras comprend 
ou est constitute par de l'albumine bovine ou humaine. 

Selon un mode de realisation particulierement avantageux du procede 
selon l'invention, celui-ci est caracterise en ce que la capacite d'inhibition de la 
lipoproteine lipase par la substance Eventuellement active est realisee en plusieurs 
etapes: 

a) tout d'abord, la lipoproteine lipase est incubee pendant un temps 
determine en presence de la substance eventuellement active comme inhibiteur, 

b) le substrat contenant le triacylgiyc6rol est incube en presence du 
cofacteur de la lipoproteine lipase, de preference comprenant ou constitue par 
Tapolipoproteine C-II, 

c) le melange triacylglycerol/cofacteur de la lipoproteine lipase, de 
preference apolipoproteine C-II, est incube en presence de 1'enzyme lipoproteine 
lipase avec ou sans la substance testee eventuellement active pour sa capacite 
d'inhibition de la lipoproteine lipase, 

d) k Tissue de cette incubation, on effectue un dosage des acides gras non 
esterifies sur le milieu reactionnel par une technique disponible a l'homme de Tart, 
et 

e) on compare la capacite d'inhibition de la liberation de I'acide gras du 
triacylglycerol, ou acide gras non estSrifie, resultant de l'activite de la lipoproteine 
lipase en presence de la substance testee eventuellement active, relativement au 
resultat obtenu en l'absence de la substance testee eventuellement active ou 
relativement au resultat obtenu en presence d'un inhibiteur connu servant de 
reference. 

Selon une variante de realisation de ce mode de realisation, le dosage des 
acides gras non esterifies est realise sur le milieu reactionnel par une technique 
enzymatique, de preference pour etre suivi en colorimetrie a une longueur d'onde 
determinee par la technique enzymatique choisie, et dans ce cas on determine la 
diminution de la densite optique obtenue a cette longueur d f onde par rapport au 
temoin ou a Tinhibiteur de reference. 

Selon une variante de realisation encore plus avantageuse le dosage des 
acides gras non esterifies est realise sur le milieu reactionnel par une technique 
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enzymatique pouvant etre suivie en colorimetrie a 550nm et on determine une 
inhibition de la densite optique a 550nm traduisant une diminution des acides gras 
synthetises dans le milieu reactionnel, que Ton compare au temoin ou a un 
inhibiteur de reference, et on determine Tactivite positive ou negative de la dite 
5 substance testee dans le cadre de l'observation d'une inhibition significative ou 
non realisee par la dite substance testee par rapport au temoin ou un inhibiteur de 
reference. 

Selon une autre variante de realisation particulierement avantageuse du 
procede selon Tinvention, on realise le test d'une substance eventuellement active 
10 dans le domaine de la lipolyse choisie parmi le groupe consistant d'un extrait de 
Fucus; un extrait de Dulse palmaria palmata; un extrait de proteine de ble ; un 
extrait Spiruline; un extrait de Ch&vrefeuille; un extrait de Citron; un extrait de 
Millepertuis; un extrait de proteines de riz; un extrait de Liane; un extrait de 
Pomme de terre; un extrait de Shiitake; un extrait de saumon frais; un extrait de 
1 5 Potiron; un extrait de citron. 

Selon un mode de realisation particulierement avantageux, on realise le 
test precite avec un extrait de Millepertuis. 

Selon une autre variante de realisation avantageuse de Tinvention, on 
realise le test avec un extrait de Liane, de preference un extrait de Liane du Perou 
20 denommee Liane Uncaria Tomentosa. 

Selon encore un mode de realisation avantageux de Tinvention, le procede 
est caracterise en ce que Ton identifie une substance pour son activite lipolytique, 
en particulier amincissante, a partir du test ^inhibition precite. 

Selon un deuxieme aspect, la presente invention couvre aussi l'utilisation 
25 du procede de test precite pour evaluer Tactivite d'une substance utilisable dans 
une composition cosmetique ou pour la preparation d'un medicament en vue de 
traiter les depots graisseux, notamment par lipolyse ou pour une activite 
amincissante, ainsi que pour 6valuer Tefficacite d ! un traitement au soin 
amincissant applique a un sujet. 
30 Selon un troisieme aspect, la presente invention couvre aussi toute 

substance active dans le domaine de la lipolyse caracterisee en ce que son activite 
dans le domaine de la lipolyse a ete evaluee par un procede de test tel que 
precedemment defini ou tel que resultant de la description suivante. 

Selon encore un quatrieme aspect, la presente invention couvre encore 
35 l'utilisation d'une substance dont Tactivite dans le domaine de la lipolyse a ete 
evaluee par le procede de test precedemment defini ou decoulant de la description 
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suivante, comme Tun des agents actifs lipolytiques dans une composition 
cosmetique pour diminuer, ralentir ou resorber les depots graisseux, pour une 
activite amincissante, ou pour augmenter la microcirculation sanguine, pour 
ameliorer 1'aspect ou la tonicite de la peau, en particulier pour attenuer Inspect 
"peau d'orange". 

Selon un cinquieme aspect, la presente invention couvre encore l'utilisation 
d'une substance dont l'activite dans le domaine de la lipolyse a ete evaluee par le 
procede de test precite ou resultant de la description suivante comme Tun des 
agents actifs lipolytiques pour la preparation d f un medicament en vue de traiter 
une pathologie resultant d'un exces de depot graisseux. 

L'invention couvre encore l'utilisation d'un extrait de Liane Uncaria 
Tomentosa comme Tun des principes lipolytiques ou activite amincissante dans 
une composition cosmetique. 

L'invention couvre encore l'utilisation dun extrait de Millepertuis comme 
Tun des agents actifs lipolytiques ou activite amincissante dans une composition 
cosmetique. 

Selon un cinquieme aspect, la presente invention couvre encore une 
composition cosmetique, caracterisee en ce qu'elle comprend comme Tun des 
agents actifs lipolytiques ou activite amincissante une quantite efficace de Liane 
Uncaria Tomentosa, dans un excipient cosmetiquement acceptable. 

L'invention couvre encore une composition cosmetique, caracterisee en ce 
qu'elle comprend comme Tun des agents lipolytiques ou activite amincissante, une 
quantite efficace d'un extrait de Millepertuis. 

Selon un sixieme aspect, l'invention couvre encore un procede de soin 
cosmetique caracterise en ce qu'on applique topiquement sur la peau une 
composition cosmetique comprenant comme Tun des agents actifs lipolytiques ou 
activite amincissante, une substance active lipolytique ou amincissante dont 
l'activit6 a 6t6 d6terminee par le procede de test tel que precedemment defini ou tel 
que resultant de la description suivante prise dans son ensemble. 

Selon un mode de realisation particulier, l'invention couvre encore un 
procede de soin cosmetique caracterise en ce qu'on applique topiquement sur la 
peau une composition cosmetique comprenant comme Tun des agents actifs 
lipolytiques ou activite amincissante un extrait de Liane Uncaria Tomentosa. 

Selon un autre mode de realisation particulier, l'invention vise encore un 
procede de soin cosmetique caracterise en ce qu'on applique topiquement sur la 
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peau une composition cosmetique comprenant comme Tun des agents actifs 
lipolytiques ou activite amincissante un extrait de Millepertuis. 

Dans le cadre de Tun quelconque des aspects ou mode de realisation 
precedents de ^invention, on peut utiliser la substance active dans le domaine de la 
5 lipolyse en une quantite suffisante pour obtenir l'effet lipolytique recherche pour 
diminuer, ralentir ou resorber les depots graisseux, pour une activite amincissante, 
pour augmenter la microcirculation sanguine, pour ameliorer l'aspect ou la tonicite 
de la peau, en particulier pour attenuer l'aspect "peau d'orange". La concentration 
d'utilisation de la dite substance variera en fonction de la nature de la substance 
10 elle-meme, Generalement, la concentration de la substance ou d'un extrait de 
plante comprenant ou constituant la substance active, au sens large, sera comprise 
entre 0,01% et 70% en poids, mieux entre 0,01% en poids et 30% en poids, de 
preference entre 0,5% et 20% en poids. Des concentrations commerciales seront 
generalement de 0,01% a 30% en poids comme montre dans les exemples de 
1 5 formulation 2 a 6. 

La presente invention sera mieux comprise par l'homme de Tart a partir de 
la description suivante decrivant de mode de realisation prefere du proc6de de test 
d'une substance eventuellement active dans le domaine de la lipolyse selon la 
presente invention, donne simplement a titre d'illustration ou qui ne saurait done 
20 en aucune fa9on limiter la portee de l'invention. Egalement, des exemples 
actuellement preferes de substances dont Tactivite a et6 demontree dans le 
domaine de la lipolyse dans le cadre du precede de test selon invention sont 
donnes simplement a titre d'illustration et ne sauraient en aucune fa?on limiter la 
portee du proc^de de test selon Tinvention. 
25 En outre, toute caracteristique qui apparait etre nouvelle k partir de la 

description prise dans son ensemble, incluant les exemples et completee par les 
figures annexees, est revendiquee en temps que telle, egalement dans sa fonction 
et dans son mode d'action general. Les exemples de composition cosmetique ou 
pharmaceutique seront aussi donnes dune maniere similaire a titre d ! illustration. 
30 Dans les exemples tous les pourcentages sont donnes en poids, sauf indications 
contraires, la temperature est en degre C sauf indications contraires, et la pression 
est la pression atmospherique, sauf indications contraires. 
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Exemple 1 de Finvention concernant la mise en oeuvre d ? un procede de test 
d'une substance eventuellement acquise dans le domaine de la lipolyse 

I- Modele d' etude pour determiner Tactivite lipolvtique 

5 L'etude de rinhibition de la lipoproteine lipase est realisee dans un module 

in vitro acellulaire qui se veut etre un reflet le plus « intelligent » possible, de la 
situation rencontrte in vivo. 

En effet, la LPL utilisee dans le modele d'etude retenu est issue du lait 
bovin, ce choix ayant ete determine par la tres forte homologie (97%) de cette 

10 enzyme avec son equivalente humaine (Tatina A. et al, "La sequence en acides 
amines de la Lipoproteine lipase humaine a ete comparee a celle du lait bovin 
selon le programme BLAST 2 SEQUENCES", "Blast 2 sequences-a new tool for 
comparing protein and nucleotide sequences" publie dans FEMS Microbil 
Lett., 174,247-250, (1999)); elle est mise en presence d'un substrat, la triolein, qui 

15 est un triacylglycerol constitue de 3 chaines d'acide oleique, (acides gras a longues 
chines majoritairement trouves dans Falimentation). 

La triolein est le substrat le plus representatif de la situation rencontr6e in 
vivo car une etude de F analyse des acides gras presents dans Fadipocyte r6vele 
(Raclot T. et al, "Selective release of hyman adipocyte fatty acids according to 

20 molecular structure" publie dans Biochem.j., 324, 911-915, (1997); "Cholesteryl 
ester transfer activity in liver disease and cholestasis, and its relation with fatty 
acid composition of lipoprotein lipids" Clinica Chimica Acta, 248, 157-174, 
(1996)) que Facide oleique y est majoritairement present et constitue done le 
produit d'hydrolyse majoritaire de la lipoproteine lipase. 

25 Au milieu reactionnel sont egalement ajoutes : 

- Le cofacteur de la LPL, Fapolipoproteine C-II (apoCII) d'origine 
humaine, qui presente un role determinant dans Fhydrolyse des triacylglycerols 
par la LPL (Posner et al, "kinetics of product inhibition and mechanisms of 
lipoprotein lipase activation by apolipoprotein CIT publie dans Biochemistry, 26, 

30 3771-3717, ( 1987)). L'apoCII est fixe sur les triacylglycerols du sang et permet 
d'induire un changement de conformation de la LPL indispensable a la 
reconnaissance du substrat par le site actif de Fenzyme (Santamarina-Fojo S. and 
Dugi K.A. "Structure, function and role of lipoprotein lipase in lipoprotein 
metabolism publie dans Curretn Opinion in Lipidology, 5, 117-125, (1994)). 

35 - Un accepteur d'acide gras constitue par de Falbumine bovine. La LPL est 

une enzyme qui presente une affinite importante pour son produit de reaction. En 
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effet, les acides gras liberes vont s'agreger autour de l'enzyme qui sera en quelque 
sorte sequestree par les acides gras et ne sera done plus accessible au substrat. 
L'utilisation de Palbumine qui possede une tres forte affinite pour les acides gras 
permet de ne pas bloquer Tactivite enzymatique de la LPL (Bengtsson-Olivecrona 
5 G. and Olivecrona T. "Phospholipase activity of milk lipoprotein lipase" publie 
dans Methods in enzymology, 197, 345-356, (1991)). 

II- Inhibition de la Lipoproteine Lipase : 

L'etude de Tinhibition de la LPL est realisee selon l'invention ici de 
10 preference en 2 temps : 

L'enzyme est incubee pendant un temps determine en presence de son 
inhibiteur tandis que la triolein est incubee en presence de 1'apoCII de fagon a 
mimer la situation rencontr6e in vivo. 

Ensuite le melange triolein / ApoCII est incub6 en presence du milieu 
1 5 constitue par 1 'enzyme ± inhibiteur. 

A Tissue de cette incubation un dosage des acides gras non esterifies 
(AGNE) est realise sur le milieu reactionnel par une technique enzymatique qu'il 
est possible de suivre en colorimetrie a 550 nm (kit NEFA-C). 

Un temoin correspondant a Tactivite de la LPL en Tabsence d'inhibiteur 
20 est realise. L'utilisation d'un actif capable de modifier Tactivite enzymatique va se 
traduire par une diminution de la DO a 550nm e'est a dire a une diminution des 
acides gras synthetises dans le milieu par rapport au temoin. Les resultats sont 
exprimes en pourcentage d'inhibition par rapport au temoin. 

25 1- Inhibiteurs de reference de la Lipoproteine Lipase : 

Des inhibiteurs de references, cites dans la litterature (Korn E.D. "Clearing 
factor, a heparin-activated lipoprotein lipase" publie dans J.Biol. Chem. 215, 1-14, 
(1955); Quinn D.M. et al, "Lipoprotein lipase catalysed hydrolysis of water- 
soluble p-nitrophenyl esters. Inhibition by apolipoprotein C-IT publie dans 

30 Biochemistry, 21(26), 6872-6879, (1982); Greten H. et al, "Comparison of assay 
methods for selective measurement of plasma lipase" publie dans Atherosclerosis, 
26, 563-572, (1977)), ont pu etre testes dans notre modele et ont donne les 
resultats suivants : 
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Tableau 1 





Inhibition (%) 


Inhibiteurs 

(concentration initiale) 


Produit pur 


Produit pur dilue 
au l/100ieme 


Produit pur dilu6 
au l/10000ieme 


Protamine sulfate (0.4%) 


10,1% ±7.9 


2,6% ± 14.4 


11,8% ±14.7 


Protamine (2.4%) 


11 ,2% ±6.6 


9,6% ±5 


8,5% ± 8.7 


Sodium pyrophosphate 
(6%) 


15%± 12.6 


13%+ 12.5 


0,4% ± 8.3 



Les inhibiteurs cites dans la litterature ne semblent pas etre des inhibiteurs 
5 extremement puissants de la LPL puisque les niveaux d'inhibition observes aux 
concentrations testees, sont relativement modestes ; ils sont decrits dans la 
litterature scientifique pour etre des inhibiteurs qui agissent par competition avec 
le substrat de Fenzyme. 



10. 2- Denaturants de proteines : 

Des denaturants tels que les tannins et les flavonoides, connus pour 
precipiter les proteines, ont pu etre evalues et les resultats sont repertories dans le 
tableau 2. 

15 Tableau 2 





Inhibition 


Denaturants 


Produit pur 


Produit pur dilue au 
1/lOOieme 


Produit pur dilue au 
l/10000ieme 


Acide tannique 


98.3% ± 12.4 


UA%± 10.39 


0%±9.8 


OPC raisin 


99.3% ± 17.5 


0%±1.5 


0%±5.6 



3- Screening d'actifs par le procede selon Pinvention : 

Par le procede selon Tinvention, un screening sur une centaine de 
20 molecules a ete realise, afin de selectionner parmi differentes families de principes 
actifs potentiels, a savoir des extraits vegetaux, des algues, des polysaccharides ou 
proteines, ceux ayant une forte activite inhibitrice de la LPL. Tous les extraits ont 
ete realises selon les protocoles decrits dans les paragraphes III-1-b. 
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Les niveaux d'inhibition sont evalues a deux concentrations differentes 
afin de comparer l'activite inhibitrice des differents composes. 

Le tableau 3 ci-dessous rassemble quelques pourcentages d' inhibition 
obtenus : 

Tableau 3 





inniDiiiuii uc 

Vov trait mir 


Inhibition de l'extrait 
dilue a 1% (%) 


Extrait de Fucus 


Dy 


34 


fcxtrait de uuise paimana 
nalmata 




19 


Extrait de Proteine de ble 


71 


69 


Extrait de Spiruline 


66 


47 


Extrait de Chevrefeuille 


79 


21 


Extrait de Citron 


53 


12 


Extrait de Millepertuis 


86 


33 


Extrait de Proteine de riz 


24 


0 


Extrait de Liane 


98 


50 


Extrait de Pomme de terre 


27 


5 


Extrait de Shiitake 


47 


41 


Extrait de saumon frais 


1.1 


0.4 


Extrait de Potiron 


30 


60 


Extrait de citron 


6.2 


5.9 



A Tissue de cette etude un extrait specifique realise a partir d'une liane tres 
particuliere d'Amerique du Sud (Uncaria Tomentosa) a ete selectionne sur la base 
de sa forte efficacite. 



Ill- Les Actifs selectionnes 

1- Extrait de liane ou Uncaria Tomentosa ou C at's Claw : 
a) Generalites 

La griffe de chat ou Cat's Claw est une plante appartenant a la famille des 
Rubiaceae de nom Uncaria Tomentosa. Cat's Claw est une liane qui s'accroche 
aux arbres de la foret amazonienne a 1' aide de griffes situees a la base des feuilles 
et semblables a celles d'un chat d'ou son nom. Elle est recoltee surtout au Perou et 



l er depot 



13 



dans le centre de PAmerique du Sud. Elle vit en milieu humide a une altitude 
variant entre 400 et 800 metres. 

La tradition des indiens du Perou attribue a cette liane des vertus multiples, 
lis utilisent des extraits d'ecorces pour des problemes gastriques et intestinaux et 
pour des troubles d'inflammation diverse. De plus, la decoction est utilisee contre 
plusieurs types defections, tant en usage topique que systemique. On lui attribue 
la capacite de prevenir la maladie et de guerir les tumeurs et les cancers. On 
rapporte egalement un effet normalisateur du cycle menstruel feminin et des 
possibility contraceptives (Karl-Heinz Reinhard "Uncaria Tomentosa 
(Willd.)D.C: Cat's claw, Una de gato, or Saventaro" publie dans The Journal of 
Alternative and Complementary Medecine, vol.5, N°2, 143-151, (1999)). 

Uncaria Tomentosa existe aux Etats Unis sous plusieurs formes de 
produits pour des applications therapeutiques : asthme, cancer, prevention des 
maladies, fievre, ulceres gastriques, hemorragies, inflammations, rhumatisme, 
inflammation des voies urinaires, impurete de la peau...(Keplinger Klaus, et al, 
"Uncaria Tomentosa (Willd.) DC- Ethnomedicinal use and new pharmacological, 
toxicological an bonatnical results" publie dans Journal of Ethnopharmacology, 
64, 23-34, (1999)). De nombreux travaux de recherche sont effectues sur cette 
liane depuis une dizaine d'annees. 

Dans la nature, Uncaria Tomentosa existe sous deux types chimiques, qui 
contiennent dans leurs racines soit des alcaloides tetracycliques oxindoles 
(rynchophylline et isorhyncophylline) soit des alcaloides pentacycliques oxindoles 
(pteropodine, isopteropodine, speciophylline, uncarine F, mitraphylline. et 
isomitraphylline). Selon le type chimique, les proprietes d' Uncaria Tomentosa ne 
sont pas les memes (Laus Gerhard, Brossner Dagmar and Keplinger Klaus 
"Alkaloids of peruvian Uncaria Tomentosa" publie dans Phytochemistry, vol. 45, 
N°4, 855-860, (1997)). 

II a ete montre que Uncaria Tomentosa possede une activite anti- 
inflammatoire. Cette propriete serait principalement due aux glycosides d'acide 
quinovique presents dans Fecorce de cette liane. Un extrait aqueux des ecorces de 
Cat's Claw permet d'inhiber la toxicite cellulaire induite par le peroxynitrite en le 
degradant. Elle inhibe l'expression de la nitrique oxyde synthase inductible 
(NOSi) faisant inhiber l'activation de NF-kB ce qui attenue la production de NO. 
II a ete mis en evidence que cette activite anti-inflammatoire serait due a la 
combinaison de tous les glycosides pr6sents dans la liane (Sandoval-Chacon M. et 
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al, "Antiinflammatory actions of Cat's claw : the role of NF-KB" publie dans 
Aliment Pharmacol Ther 12, 1279-1289, (1998)). 

En plus de ces proprietes anti-inflammatoires, des effets antimutageniques 
protecteurs ont ete demontres in vitro contre la photomutagenese par le test Ames 
((Karl-Heinz Reinhard "Uncaria Tomentosa (Willd.)D.C: Cat's claw, Una de gato, 
or Saventaro" publie dans The Journal of Alternative and Complementary 
Medecine, vol.5, N°2, 143-151, (1999)). 

Uncaria Tomentosa du type alcaloi'des pentacycliques oxindoles (POA) 
augmente le taux de phagocytose par les granulocytes. De plus elle augmente la 
proliferation des lymphocytes humains B et T via les cellules endotMliales. Les 
POA induisent les cellules endothelials in vitro pour liberer dans le sumageant un 
facteur qui regule la proliferation des lymphocytes. Uncaria Tomentosa inhibe la 
proliferation des lymphoblastes et des lignees de cellules lymphoblastoides. Ces 
alcaloi'des agissent comme un regulateur des r6ponses immunes humaines (Wurm 
Martin, et al, "Pentacyclic Oxindole Alkaloids form Uncaria Tomentosa induce 
hymna endothelial cells to release a lymphocyte-proliferation-regulating factor" 
publie dans Planta Medica, 64, 701-704, (1998)). 

Les glycosides de l'acide quinovique et des steroides presents dans 
Uncaria Tomentosa possederaient une activite antivirale contre le Virus 
Vesiculaire Stomatitis & des valeurs de concentrations minimales inhibitrices de 
20-60 mg/ml . Une activite anti-leucemique a ete montree par les POA qui 
inhibent la croissance des cellules leucemiques HL60 et U937 (Keplinger Klaus, 
et al, "Uncaria Tomentosa (Willd.) DC- Ethnomedicinal use and new 
pharmacological, toxicological an bonatnical results" publie dans Journal of 
Ethnopharmacology, 64, 23-34, (1999)). 

Uncaria Tomentosa stimulerait aussi la production d'interleukines IL1 et 
IL6 par les macrophages. Elle possederait done une action immunostimulante 
(Lemaire I. et al, " Stimulation of interleukin-1 and -6 production in alveolar 
macrophages by the neotropical liana, Uncaria Tomentosa (una de gato) publie 
dans Journal of Ethnopharmacology 64, 109-1 15, (1999)). 
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b) Activite anti-lipoproteine lipase de Uncaria Tomentosa : 

bl-a) Preparation d f un extrait hvdroalcooliquc dc la Hane du Perou 

Uncaria Tomentosa 

A partir de I'ecorce et/ou des racines de la plante entiere de la liane du 
5 Perou Uncaria Tomentosa disponible dans le commerce, on prepare un extrait 
alcoolique de la maniere suivante : 

On broie 50 grammes de I'ecorce ou 30 grammes de la plante entiere, tres 
finement. 

Rajouter a ce broyat 500 ml d'une solution aqueuse ethanolique a 70% 
10 d'ethanol vol/vol. Chauffer a 65°C et porter a reflux pendant 2 heures. Ensuite, 
l'alcool est evapore puis le precipite restant dans la solution aqueuse est elimine 
par centrifiigation. Le surnageant obtenu peut etre utilise tel quel ou de preference 
etre lyophilise et constitue Textrait sec de liane utilis6 selon l'invention selon le 
paragraphe b2 ci-apres et notamment pour preparer une composition cosmetique. 

15 

h\-h\ Preparation d'un extrait aqueux de la liane du Perou Uncaria 
Tomentosa, 

L'extraction est realis6e telle que decrite dans le paragraphe bl-a mais en 
presence d'eau sans necessite de chauffage, par exemple a une temperature 
20 comprise entre 15 et 35°C, avantageusement k la temperature ambiante. 

Les insolubles sont elimines par centrifugation et le surnageant obtenu 
sous forme de solution aqueuse peut etre utilise de preference tel quel et 
notamment pour preparer une composition cosmetique. 

25 bl-c^ Preparation d'un extrait hvdroglvcolique de la liane du Perou 

Uncaria Tomentosa. 

L'extraction est realisee telle que decrite dans le paragraphe bl-a, mais en 
presence d'un melange eau/Butylene glycol a froid dans des proportions pouvant 
aller de 80/20 a 20/80. Le meme protocole est realise avec un melange 

30 eau/Propylene glycol sans necessite de chauffage, par exemple a une temperature 
comprise entre 15 et 35°C, avantageusement a la temperature ambiante dans des 
proportions pouvant aller de 80/20 a 20/80 ou encore avec du glycerol sans 
necessite de chauffage, par exemple a une temperature comprise entre 15 et 35°C, 
avantageusement a la temperature ambiante dans des proportions pouvant aller de 

35 80/20 a 20/80. 
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Les insolubles sont elimines par centrifugation et le surnageant 
hydroglycolique obtenu peut etre utilise de preference tel quel et notamment pour 
preparer une composition cosmetique. 

b2^ Dosage des Acides Gras Non Esterifies ou AGNE p ar le kit du 
dosage du commerce NEFA-C de Wako (chez Oxoid. 69 571 Dardillv Cedex. 
France) 

Une etude de Factivite inhibitrice d'un extrait de liane a 2% (2 g du 
lyophilisat prepare selon le paragraphe bl-a qsp 100 g d'eau) contenant 0.2% de 
Sodium Methylparaben et 15% de butylene glycol a differentes concentrations 
d'utilisation a ete realisee en quadruples. Les resultats obtenus sont repertories 
dans le tableau 4 ci-dessous et a la figure 1 : 



Tableau 4 



Concentrations d'utilisation 
d'extrait de Uncaria Tomentosa a 
2% 


5% 


3 % 


2% 


1 % 


0.5 

% 


0.25 
% 


Inhibition (%) 


99.7 


83.2 


64.3 


12.2 


0 


0 


Ecart type (%) 


36.3 


10.7 


8.4 


4.0 


1.8 


1.7 



II resulte du tableau 4 et de la figure 1 que l'extrait de liane s61ectionne 
presente une activite inhibitrice de la Lipoproteine Lipase puissante et de fagon 
« dose-dependante » contrairement aux inhibiteurs «potentiels» cites dans la 
litterature. 

L'extrait de liane se positionne par consequent comme un actif tres 
puissant et tres innovant dans le domaine des amincissants. 

b3) Dosage des AGNE par chromatosrraphie en phase eazeuse o u CPG : 
Afin de confirmer les resultats d'inhibition obtenus avec Uncaria 

Tomentosa en utilisant le kit NEFA-C, les acides gras liberes dans le milieu 

reactionnel par LPL sont analyses par CPG. 

Pour cela une technique de dosage de Facide oleique permettant de 

quantifier Facide oleique en fin de reaction enzymatique a 6t6 mise au point. 
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L'acide oleique est extrait du milieu r6actionnel du dosage enzymatique 
par Tethanol puis injecte sur une colonne du commerce de chez DBJW scientific 
reference DB FFAP 15 m de longueur, 0.32 nun de diametre interne, 0.25 \im 
d'6paisseur en mode splitless. Les temperatures de l'injecteur et du detecteur sont 
5 a 280°C. La programmation en temperature commence a 50°C pendant 1 minute 
pour monter de 40°C/minute jusqu'a 200°C puis de 15°C par minute jusqu'& 
250°C pendant 3 minutes. Le temps de retention de Tacide oleique dans ces 
conditions est de 7.74 minutes. 

Certains inhibiteurs de reference sont retestes par cette technique par CPG, 
10 tels que le sodium pyrophosphate et la protamine sulfate ainsi que l'acide tannique 
comme denaturant. 

Les resultats obtenus sont repertories dans le tableau 5 ci-dessous. 

Tableau 5 





Inhibition 


Inhibiteurs ou denaturant 
(concentration initiale) 


Produit pur 


Produit pur dilue 
au 1/lOOieme 


Produit pur 
dilue au 
l/10000ieme 


Sodium pyrophosphate (6%) 


35.1 % ±11.1 


30.4 % ± 4.0 


47.4% ±10.4 


Protamine sulfate (0.4%) 


17.9 %± 17.5 


5.0% ± 9.6 


27.7% ± 2.9 


Acide tannique 


100% ±1.8 


44.8% ±10.6 


0%±3.8 



L'extrait d 'Uncaria Tomentosa a 2% objet du test de dosage des AGNE par 
le kit NEFA-C, a savoir 2g qsp 100 g d'eau, et contenant 0,2% de Sodium 
Methylparaben et 15% de butylene glycol est teste sur LPL a differentes 
20 concentrations d'utilisation en quadruple. Les acides gras lib6res sont done 
analyses par CPG. Les resultats obtenus sont repertories au tableau 6 et a la 
figure 2 : 
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Tableau 6 



Concentration d'utilisation d'extrait 
d'Uncaria Tomentosa a 2% 


5% 


3% 


2% 


1 % 


0.25 
% 


0.05 
% 


Inhibition (%) 


96.8 


83.6 


64.8 


24.4 


13 


6.2 


Ecart type (%) 


6.2 


2.5 


5.2 


1.5 


0.1 


0.1 



L'analyse par CPG confirme les resultats obtenus avec le kit de dosage. 
5 La CPG possdde une plus grande sensibilite dans les faibles pourcentages 

d'inhibition. En effet, les inhibitions obtenues pour les inhibiteurs de reference et 
Pacide tannique sont plus elevees. 

Par contre, les inhibitions obtenues avec la liane par CPG ou par le kit pour 
une concentration d'utilisation comprise entre 2 et 5 % sont exactement les 
10 memes. En dessous de 2%, la CPG va detecter une inhibition alors que le kit non. 

Ces resultats confortent le fait que la liane Uncaria Tomentosa est un actif 
inhibiteur tres puissant de la Lipoproteine Lipase. 

2) Autre actif selectionne pour r inhibition de la LPL : Extrait de 
15 millepertuis 

2.1) Preparation de Textrait de millepertuis 

A partir des sommites fleuries (fleurs et/ou bourgeons) de la plante 
millepertuis disponible dans le commerce, on prepare un extrait de millepertuis 
selon la procedure suivante : 

20 

2.1-a ) Preparation d'un extrait alcoolique de Millepertuis 

On broie 50 grammes de sommites fleuries tres finement. 

Rajouter a ce broyat 500 ml d'une solution aqueuse ethanolique a 70% 
d'ethanol vol/vol. Chauffer a 65°C et porter a reflux pendant 2 heures. Ensuite, 
25 Palcool est evapore puis le precipite restant dans la solution aqueuse est elimine 
par centrifugation. Le surnageant obtenu peut etre utilise tel quel ou de preference 
est lyophilise et constitue l'extrait sec de millepertuis utilisd selon Tinvention selon 
2.2 ci-apres, et notamment pour preparer une composition cosmetique 
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2A-b) Preparation d'un extrait agueux de Miliepertuis 

L' extraction est realisee telle que decrite dans le paragraphe 2.1 -a mais en 
presence d'eau sans necessite de chauffage, par exemple a une temp6rature 
comprise entre 15 et 35°C, avantageusement a la temperature ambiante. 

Les insolubles sont elirnines par centrifugation et le surnageant obtenu 
sous forme de solution aqueuse peut etre utilis6 de preference tel quel notamment 
pour preparer une composition cosmetique. 

2.1-c> Preparation d'un extrait hvdroglvcolique de Miliepertuis 

L'extraction est realisee telle que decrite dans le paragraphe 2.1 -a, mais en 
presence d'un melange eau/Butylene glycol sans necessite de chauffage, par 
exemple a une temperature comprise entre 15 et 35°C, avantageusement a la 
temperature ambiante dans des proportions pouvant aller de 80/20 a 20/80. Le 
meme protocole est realise avec un melange eau/Propylene glycol sans necessite 
de chauffage, par exemple a une temperature comprise entre 15 et 35°C, 
avantageusement a la temperature ambiante dans des proportions pouvant aller de 
80/20 a 20/80 ou encore avec du glycerol a firoid dans des proportions pouvant 
aller de 80/20 a 20/80. 

Les insolubles sont elirnines par centrifugation et le surnageant 
hydroglycolique obtenu est utilise de preference tel quel notamment pour preparer 
une composition cosmetique. 

2.2) Dosage des Acides Gras Non Esterifies ou AGNE par le kit du 
dosage du commerce NEFA-C de Wako (chez OxoYd. 69571 Dardillv Cedex, 
25 France) 

Une etude de Tactivite inhibitrice de LPL d'un extrait de Miliepertuis a 
2%, prepare selon le paragraphe 2 1 -c, a ete realist a differentes concentrations en 
quadruple. Les resultats obtenus sont repertories au tableau 7 ci-dessous. 
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Tableau 7 



Concentration 
d'utilisation d'extrait 
de Millepertuis a 2% 


5% 


3% 


2% 


1 % 


0,5 % 


% inhibition avec ecart 
type en % 


96.5 + 0.7 


90.9 ±0.8 


76.9 + 3.8 


9.5 ±1.7 


5.7 ± 0.8 



Les pourcentages d f inhibition obtenus sont repertories au tableau 7, 
5 mesures par le dosage des AGNE par le kit de dosage du commerce NEFA-C de 
Wako comme pour le test de dosage de Uncaria Tomentosa precite sous b2) ci- 
dessus. 

Les resultats d'inhibition respectifs obtenus avec l'extrait de millepertuis et 
l'extrait d'Uncaria Tomentosa font l'objet de la figure 3. 
10 On peut constater a partir de la figure 3 qu'aux concentrations d'etude les 

resultats d'inhibition de la LPL sont sensiblement identiques pour les 2 extraits 
selectionnes. De plus, nous pouvons raj outer que Tactivite inhibitrice de LPL des 
extraits de Liane et de Millepertuis est forte et dose-dependante. 

Le screening d'actifs sur le modele d'inhibition de la Lipoproteine Lipase 
15 developpe par les inventeurs permet de selectionner des actifs qui inhibent cette 
enzyme de fa^on dose-dependante. 

Parmi les actifs qui ont ete selectionnes, deux extraits presentent des effets 
spectaculaires : il s'agit d'extraits aqueux, ou glycoliques ou alcooliques de deux 
plantes : 

20 • la liane du Perou appelee Uncaria Tomentosa 
• le millepertuis. 

Ainsi, Tinvention apporte des avantages techniques particulierement 
inattendus, non evidents a un homme de l'art et permet de fournir une nouvelle 
25 methode de tests qui permettent de selectionner les actifs capables d'etre actifs sur 
la lipoproteine lipase ou LPL. 

La mention couvre aussi les actifs selectionnes selon cette methode de 
tests, en particulier les extraits de Liane et Millepertuis, pour une utilisation 
cosmetique dans des applications amincissantes, lipolytiques, tonifiantes de la 
30 peau, etc. 
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L'invention couvre encore les formulations cosmetiques qui contiennent de 
tels actifs, et leur utilisation en tant que cremes amincissantes. 

L'invention couvre encore la selection d'actifs pharmaceutiquement actifs 
par la methode de test qui peut etre les memes actifs ou non que ceux qui ont pu 
etre selectionnes dans le cadre d'une activite cosmetique, ainsi que les 
formulations pharmaceutiques contenant de tels actifs et leurs utilisations dans le 
cadre du traitement d'un pathologie dans le domaine de la lipolyse. 

Des exemples de formulation de compositions cosmetiques ou de 
compositions pharmaceutiques sont maintenant decrits si apres. 



Exemples de formulation de compositions cosmetiques ou de compositions 
pharmaceutiques 



Exemple 2 : 

Utilisation des produits de r invention dans des formulations de compositions 
cosmetiques ou pharmaceutiques de type emulsion huile dans eau 

Formulation 2a : 



Eau qsp 100 

Butylene Glycol 2 

Glycerine 3 

Sodium Dihydroxycetyl 2 

Phosphate, 

Isopropyl Hydroxycetyl Ether 

Glycol Stearate SE 14 

Triisononanoine 5 

Octyl Cocoate 6 

Butylene Glycol, Methylparaben, 2 
Ethylparaben, Propylparaben, 
pH ajuste a 5,5 



D I Produits de 1 ' invention 0,0 1 - 3 0 % 
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Les phases A et B sont chauffees separement a 75°C, puis B est ajoute a A 
sous agitation vigoureuse ; C puis D sont rajoutes ensuite, lors du refroidissement 
de la creme ainsi formee. 

Formulation 2b : 



Eau qsp 100 

Butylene Glycol 2 
Glycerine 3 

Polyacrylamide, Isoparafine, 2,8 
Laureth-7 



B Butylene Glycol, Methylparaben, 2 
Ethylparaben, Propylparaben ; 

Phenoxyethanol, Methylparaben, 2 
Propylparaben, Butylparaben, 
Ethylparaben 

Butylene Glycol 0,5 

C | Produits de l'invention 0,01 - 30 % 

La phase A est chauffee a 75°C ; B puis C sont ajoutes a A sous agitation, 
lors du refroidissement de la formule ainsi fabriquee. 

Formulation 2c : 



Carbomer 0,50 

Propylene Glycol 3 

Glycerol 5 

Eau qsp 100 



B 



Octyl Cocoate 5 
Bisabolol 0,30 
Dimethicone 0,30 
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C J Sodium Hydroxyde 1 ,60 

D Phenoxyethanol, Methylparaben, 0,50 
Propylparaben, Butylparaben, 
Ethylparaben 

Parfum 0,30 

F | Produits de lMnvention 0,01 - 30 % 

Les phases A et B sont chauffees separement a 75°C, puis B est ajout6 i A 
sous agitation vigoureuse ; C puis D puis E puis F sont rajoutes ensuite, lors du 
refroidissement de la creme ainsi formee. 

Exemple 3 de ^invention : 

Utilisation des produits "lipolytiques" dans une formulation de type eau dans huile 

PEG 30 - dipolyhydroxystearate 3 
Triglycerides capriques 3 
Cetearyl Octanoate 4 
Dibutyl Adipate 3 
Huile de grains de raisin 1 ,5 

Huile de Jojoba 1 ,5 

Phenoxyethanol, Methylparaben, 0,5 
Propylparaben, Butylparaben, 
Ethylparaben 

B Glycerine 3 

Butylene Glycol 3 

Magnesium Sulfate 0,5 

EDTA 0,05 

Eau qsp 100 

Cyclomethicone 1 
Dimethicone 1 



D Parfum 0,3 
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E | Produits de Tinvention 0,01 - 30 % 

Les phases A et B sont chauffees separement a 75°C, puis B est ajoute a A 
sous agitation vigoureuse ; C puis D puis E sont rajoutes ensuite, lors du 
refroidissement de la creme ainsi formee. 

Exemple 4 de ^invention : 

Utilisation des produits "lipolytiques" dans une formulation de type gel nettoyant 
visage 

Gomme de Xanthane 0,8 
Eau qsp 100 



B 



C 
D 
E 



Butylene Glycol, Methylparaben, 0,5 
Ethylparaben, Propylparaben 

Phenoxyethanol, Methylparaben, 0,5 
Propylparaben, Butylparaben, 
Ethylparaben 

Acide citrique 0,8 

Sodium Laureth Sulfate 40,0 

Produit de 1'invention 0,01 - 30 % 



Les phases A et B sont preparees a temperature ambiante separement, puis 
B est ajoute a A sous agitation ; C puis D puis E sont rajoutes ensuite, sous 
agitation moderee. 

Exemple 5 de I ? invention : 

Utilisation des produits de T invention dans une formulation de type anhydre 

Cire minerale 17,0 

Isostearyl Isostearate 3 1 ,5 

Propylene Glycol Dipelargonate 2,6 

Propylene Glycol Isostearate 1 ,7 

Cire d'abeilles/PEG 8 3,0 

Huile de noyaux de palme hydrogenee 3,4 



ler depot 



25 



Huile de glycerides de palme 
hydrogenee 

Huile de Lanoline 3,4 

Huile de Sesame 1,7 

Cetyl Lactate 1,7 

Huile minerale, Alcool de Lanoline 3,0 



B Huile de ricin Qsp 100 

Produits de 1' invention presentes sous 0,001 - 5 % 
forme s£che 

Les phases A et B sont chauffees separement a 80°C, puis B est ajout6 k A 
sous agitation. 

Exemple 6 de I 'invention : 

Utilisation des produits de T invention dans une formulation de gels aqueux (gels 
visages, gels corps, etc.) 

Eau qsp 100 

Polymere carboxyvinylique (aussi 0,5 
appele carbomer) 

Butylene Glycol 1 5 

Phenoxyethanol, Methylparaben, 0,5 
Propylparaben, Butylparaben, 
Ethylparaben 

B | Produits de l'invention 0,01 - 30 % 



La phase A est preparee en ajoutant tous les ingredients et en chauffant 
Pensemble a 80°C jusqu'a Tobtention d'un melange homogene. B est alors ajoute 
a A sous agitation vigoureuse lors du refroidissement du gel ainsi formee. 
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Exemple 7 - Tests d'innocuite 

Evaluation de Tacceptation cosmetique d'une preparation contenant le s produits 
de T invention 

Les essais de toxicologic ont ete realises sur les deux composes retenus a 
savoir l'extrait de liane et l'extrait de millepertuis, utilises purs, par une evaluation 
oculaire chez le lapin, par 1'etude de Tabsence de toxicite anormale par 
administration orale unique chez le rat et par 1'etude du pouvoir sensibilisant sur 
le cobaye. 

1. Evaluation de rirritation primaire cutanee chez le lapin : 

Les preparations decrites ci-dessus sont appliquees sans dilution a la dose 
de 0,5 ml sur la peau de 3 lapins selon la methode preconisee par la directive 
OCDE concernant r etude de " Teffet irritant/corrosif aigu sur la peau 

Les produits sont classes selon les criteres definis par Tarrete du 1/2/1982 
publie au JORF du 21/02/82. 

Les resultats de ces essais, ont permis de conclure que les preparations 
retenues etaient classee non irritante pour la peau. 

2. Evaluation de rirritation oculaire chez le lapin : 

Les preparations decrites ci-dessus ont ete instillees pure en une seule fois, 
a raison de 0,1ml, dans 1'ceil de 3 lapins selon la methode preconis6e par la 
directive de 1'OCDE n °405 du 24 fevrier 1987 concernant 1'etude de "l'effet 
irritant/corrosif aigu sur les yeux 

Les resultats de ce test permettent de conclure que les preparations peuvent 
etre considerees comme non irritantes pour les yeux, au sens de la directive 91/326 
CEE utilisees pures 

3. Essai sur Tabsence de toxicite anormale par administration orale unique chez le 
rat : 

Les preparations decrites ont ete administrees en une fois par voie orale a 
la dose de 5g/Kg de poids coxporel, a 5 rats males et 5 rats femelles selon un 
protocole inspire de la directive de l'OCDE n°401 du 24 fevrier 1987 et adapte 
aux produits cosmetiques. 

Les DLO et DL50 sont trouvees superieures a 5000 mg/Kg. Les 
preparations testees ne sont done pas classees parmi les preparations dangereuses 
par ingestion. 
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4. Evaluation du potentiel de sensibilisation cutanee chez le cobave : 

Les preparations decrites sont soumises au test de maximisation decrit par 
Magnusson et Kligmann, protocole en accord avec la ligne directrice n°406 de 
l'OCDE. 

Les preparations sont classees comme non sensibilisantes par contact avec 
la peau. 
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REVENDICATIONS 

L Procede de test d f une substance eventuellement active dans le domaine 
de la lipolyse, caracterise en ce qu'il comprend les etapes suivantes : 

5 a) on prepare un substrat contenant au moins un triacylglycerol, 

b) on met ce substrat en contact avec une substance eventuellement active 
dans le domaine de la lipolyse, et avec une lipoproteine lipase, en presence d'uri 
co-facteur de lipoproteine lipase, pendant un temps suffisant pour liberer au moins 
en partie l'acide gras du triacylglycerol, et 

10 c) on dose la capacite d'inhibition de la liberation de l'acide gras resultant 

de l'activite de la lipoproteine lipase, sous Taction de ladite substance 
eventuellement active et on evalue les resultats de 1'inhibition que Ton compare au 
resultat obtenu en l'absence de la substance testee eventuellement active ou 
relativement au resultat obtenu en presence d'un inhibiteur connu servant de 

15 reference. 

2. Procede selon la revendication 1, caracterise en ce que la lipoproteine 
lipase utilisee est issue du lait bovin, ou est d'origine bacterienne. 

3. Procede selon la revendication 1 ou 2 caracterise en ce que le 
triacylglycerol precite comprend une partie acyle obtenue a partir d'un acide gras a 

20 longue chaine, de preference comprenant CI 2 a C30 atomes de carbones satures 
ou insatures a chaine droite ou ramifiee, encore de preference majoritairement 
present dans Talimentation. 

4. Procede selon Tune des revendications 1 a 3, caracterise en ce que le 
triacylglycerol precite comprend ou est constitue de triolein. 

25 5. Procede selon une des revendications precedentes, caracterise en ce que 

la lipoproteine lipase est presente avec ledit co-facteur comprenant ou constitue de 
apolipoproteine C-II, de preference d'origine humaine. 

6. Procede selon Tune des revendications precedentes, caracterise en ce que 
la lipoproteine est mise en contact avec le substrat en presence d'une substance 

30 accepteur ou sequestrante d'acide gras evitant le blocage de Tactivite enzymatique 
de la lipoproteine lipase. 

7. Procede selon la revendication 6, caracterise en ce que la substance 
accepteur ou sequestrante d'acide gras comprend ou est constitute par de 
l'albumine bovine ou humaine. 
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8. Procede selon l'une quelconque des revendications precedentes, 
caracterise en ce que la capacite d'inhibition de la lipoproteine lipase par la 
substance eventuellement active est realisee en plusieurs etapes: 

a) tout d'abord, la lipoproteine lipase est incubee pendant un temps 
5 determine en presence de la substance eventuellement active comme inhibiteur, 

b) le substrat contenant le triacylglyc&ol est incube en presence du 
cofacteur de la lipoproteine lipase, de preference comprenant ou constitue par 
l'apolipoprot6ine C-II, 

c) le melange triacylglycerol/cofacteur de la lipoproteine lipase, de 
10 preference apolipoproteine C-II, est incube en presence de l'enzyme lipoproteine 

lipase avec ou sans la substance testee eventuellement active pour sa capacite 
d'inhibition de la lipoproteine lipase, 

d) a Tissue de cette incubation, on effectue un dosage des acides gras non 
esterifies sur le milieu reactionnel par une technique disponible a rhomme de l'art, 

15 et 

e) on compare la capacite d'inhibition de la liberation de 1'acide gras du 
triacylglycerol, ou acide gras non esterifie, resultant de 1'activite de la lipoproteine 
lipase en presence de la substance testee eventuellement active, relativement au 
resultat obtenu en l'absence de la substance testee eventuellement active ou 

20 relativement au resultat obtenu en presence d'un inhibiteur connu servant de 
reference. 

9. Procede selon la revendication 8 caracterise en ce que le dosage des 
acides gras non esterifies est realise sur le milieu reactionnel par une technique 
enzymatique, de preference pour etre suivi en colorimetrie a une longueur d'onde 

25 determinee par la technique enzymatique choisie, et dans ce cas on determine la 
diminution de la densite optique obtenue a cette longueur d'onde par rapport au 
temoin ou a l'inhibiteur de reference. 

10. Procede selon la revendication 8 ou 9, caracterise en ce que le dosage 
des acides gras non esterifies est realise sur le milieu reactionnel par une technique 

30 enzymatique pouvant etre suivie en colorimetrie a 550nm et on determine une 
inhibition de la densite optique a 550nm traduisant une diminution des acides gras 
synthetases dans le milieu reactionnel, que Ton compare au temoin ou a un 
inhibiteur de reference, et on determine 1'activite positive ou negative de la dite 
substance testee dans le cadre de l'observation d r une inhibition significative ou 

35 non realisee par la dite substance testee par rapport au temoin ou un inhibiteur de 
reference. 
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11. Procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 10 caracterise en 
ce que la substance eventuellement active precitee est choisie parmi le groupe 
consistant d'un extrait de Fucus; un extrait de Dulse palmaria palmata; un extrait 
de proteines de ble ; un extrait de Spiruline; un extrait de Chevrefeuille; un extrait 

5 de Citron; un extrait de Millepertuis; un extrait de proteines de riz; un extrait de 
Liane; un extrait de Pomme de terre; un extrait de Shiitake; un extrait de saumon 
frais; un extrait de Potiron; un extrait de citron. 

12. Procede selon Tune quelconque des revendications precedentes, 
caracterise en ce que la substance eventuellement active est un extrait de Liane, en 

10 particulier de Liane Uncaria Tomentosa. 

13. Procede selon Tune quelconque des revendications precedentes, 
caracterise en ce que la substance eventuellement active precitee est un extrait de 
Millepertuis. 

14. Procede selon Tune quelconque des revendications precedentes, 
15 caracterise en ce que Ton identifie une substance pour son activite lipolytique, en 

particulier amincissante, a partir du test d'inhibition precite. 

15. Utilisation du procede selon Tune quelconque des revendications 
precedentes, pour evaluer l'activite d'une substance utilisable dans une 
composition cosmetique ou pour la preparation d'un medicament en vue de traiter 

20 les depots graisseux, notamment par lipolyse, ou pour une activite amincissante. 

16. Utilisation du precede selon Tune quelconque des revendications 1 & 15 
pour evaluer l'efficacite d'un traitement ou soin amincissant applique a un sujet. 

17. Substance active dans le domaine de la lipolyse, caracterisee en ce que 
son activite dans le domaine de la lipolyse a ete evaluee par un procede de test tel 

25 que defini a Tune quelconque des revendications 1 a 14. 

18. Utilisation d'une substance dont l'activite dans le domaine de la 
lipolyse a ete evaluee par le procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 
14 comme Tun des agents actifs lipolytiques dans une composition cosmetique 
pour diminuer, ralentir ou resorber les depots graisseux, ou pour une activite 

30 amincissante, ou pour augmenter la microcirculation sanguine, pour ameliorer 
Taspect ou la tonicite de la peau, en particulier pour attenuer Taspect "peau 
d'orange". 

19. Utilisation d'une substance dont l'activite dans le domaine de la 
lipolyse a ete evaluee par le procede selon l'une quelconque des revendications 1 a 

35 14 comme Tun des agents actifs lipolytiques pour la preparation d'un medicament 
en vue de traiter une pathologie resultant d'un exces de depots graisseux. 
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20. Utilisation d'un extrait de Liane Uncaria Tomentosa comme Tun des 
principes actifs lipolytiques ou a activite amincissante, ou pour augmenter la 
microcirculation sanguine, pour ameliorer l'aspect ou la tonicite de la peau, en 
particulier pour attenuer l'aspect "peau d'orange", dans une composition 
cosmetique. 

21. Utilisation d'un extrait de Millepertuis comme Tun des agents actifs 
lipolytiques ou k activite amincissante, ou pour augmenter la microcirculation 
sanguine, pour ameliorer l'aspect ou la tonicite de la peau, en particulier pour 
attenuer l'aspect "peau d'orange", dans une composition cosmetique. 

22. Composition cosmetique, caracterisee en ce qu'elle comprend comme 
Tun des agents actifs lipolytiques ou a activite amincissante, une substance active 
lipolytique ou amincissante dont l'activite a ete determinee par le procede de test 
selon Tune quelconque des revendications de 1 a 14. 

23. Composition cosmetique, caracterisee en ce qu'elle comprend comme 
Tun des agents actifs lipolytiques ou a activite amincissante, ou pour augmenter la 
microcirculation sanguine, pour ameliorer l'aspect ou la tonicite de la peau, en 
particulier pour attenuer l'aspect "peau d'orange", une quantite efficace de Liane 
Uncaria Tomentosa, dans un excipient cosmetiquement acceptable. 

24. Composition cosmetique, caracterisee en ce qu'elle comprend comme 
Tun des agents lipolytiques ou a activite amincissante, ou pour augmenter la 
microcirculation sanguine, pour ameliorer l'aspect ou la tonicite de la peau, -en 
particulier pour attenuer l'aspect "peau d'orange", une quantite efficace d'un extrait 
de Millepertuis. 

25. Proc6de de soin cosmetique caracterise en ce qu'on applique 
topiquement sur la peau une composition cosmetique comprenant comme l'un des 
agents actifs lipolytiques ou a activite amincissante, une substance active 
lipolytique ou amincissante dont l'activite a ete determinee par le procede de test 
selon Tune quelconque des revendications 1 a 14. 

26. Procede de soin cosmetique caracterise en ce qu'on applique 
topiquement sur la peau une composition cosmetique comprenant comme l'un des 
agents actifs lipolytiques ou a activite amincissante un extrait de Liane Uncaria 
Tomentosa. 

27. Proc6de de soin cosmetique caracterise en ce qu'on applique 
topiquement sur la peau une composition cosmetique comprenant comme l'un des 
agents actifs lipolytiques ou a activite amincissante un extrait de Millepertuis. 
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Inhibition de la Lipoprotein Lipase en fonction de 
la concentration en extrait de liane 




3 2 1 0,5 0,25 

Concentration d'utilisation (%) 



FIG.1 



Inhibition de la Lipoproteine Lipase en fonction de la 
concentration en extrait d' Uncaria Tomentosa 
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Comparaison de l'activite inhibitrice des 2 extraits 
selectionnes sur la LPL 
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